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序 論
ポリア ミ ン とは､ 原核生物か ら真核生物に至 るほとん ど全て の 生物体内に普遍的に存在する生
体ア ミン の 総称であり ､ 現在まで に 20種類以上 の ポリア ミ ンが見 い だされ てい る｡ 生体内に見
い だされ る代表的なポ リア ミ ン は ､ プ ト レ ス シ ン PH2(C H2)4N H2]､ ス ペ ルミジ ン PH2(C H2)3N H
(C H2)4N H2]､ ス ペ ル ミ ンPi H2(C H2)3N H(C H2)4N H(C H2)3N H2]の 3種類で あり ､ 大腸菌などの原核
生物で はプ ト レ ス シ ン と ス ペ ル ミジ ン が ､ 酵母 ､ 高等植物 ､ 噛乳動物などの真核生物で はス ペ ル
ミジ ン とス ペ ル ミ ンが多く存在 して い る(1)｡
ポリア ミ ンの 生理的役割は多岐にわたり ､ その 主なもの として核酸 ､ 特に R N Aと強く相互作
用するこ とにより ､ 蛋白質及び核酸の合成を促進 し､ 細胞増殖因子と して機能するこ とが知られ
て い る(2)o ポリア ミ ン が細胞増殖を促進すると い う報告は､ 1948年 ､ Herbst､ Snellによ っ て発
表されたが ､ そ の 中で彼らはあ る種の 乳酸菌の 生育にプ トレ ス シ ンと ス ペ ル ミジ ンが必須で ある
ことを示 した ｡ その 後､ 1971年に Russ ellらが ､ 癌患者の尿中にポリア ミン が増加する こ とを報
告したこ とで､ ポリア ミ ン と細胞増殖の 関連が 注目され始めた(3)｡ 更に ､ 大腸菌(4)､ 酵母(5)､
チャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵巣細胞(6)にお い てポリア ミ ン生合成欠損株が分離され､ 培地中にポ
リア ミ ン を添加するこ とにより これらの株 の細胞増殖が強く促進を受けた ことから､ポリアミン
の細胞増殖因子 と して の 地位が確立 した ｡ ま た ､ 細胞内の ポリア ミ ン量が減少するだけでなく ､
過剰になるこ とで も細胞増殖阻害が起こる こ とが明らかとなり ､ ポリア ミン の細胞内漉度調節機
構の解明が重要 となっ てきたo
細胞内の ポリア ミ ン 浪度は生合成､ 分解 ､ 外界か らの 取り込み ､ 及び排出に よ っ て厳密に調節
されて い る(7)｡ ポリ アミ ン の 生合成はオル ニ チ ン を出発物質と し､ 生合成の律速酵素であるオ
ル ニ チン脱炭酸酵素(omithin edec arbo xylas e; ODC) によりプ トレ ス シ ンが合成される｡ プ トレ
ス シ ンはス ペ ル ミジ ン 合成酵素によりス ペ ル ミジ ン - ､ ス ペ ルミジ ンはス ペ ル ミン合成酵素によ
り ス ペ ル ミ ン - 変換され る｡ ス ペ ルミ ジン ､ ス ペ ル ミ ン合成に必要なア ミノプ ロ ピル基は､ S･
ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン が S- ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン 脱炭 酸酵 素 (s-A den osylm eth ionin e
dec arbo xylas e) により脱炭酸された de carbo xylated ade n osylm eth io nin e によ っ て供給される.
一 方､
ポリア ミ ン の 分解はス ペ ル ミ ン ､ ス ペ ル ミジ ン が ア セ チル基転移酵素の 働きに より ､ Nl- ア セ チ
ル化体となり ､ さらに これ らはポリア ミンオ キシ ダ ー ゼ の働きにより､ ス ペ ル ミジン ､ プ ト レ ス
シ ン - と変換される こ とに より行われる｡
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ポリア ミ ン の 取り込 み､ 及び排出に関して は ､ 大腸菌にお い て非常によく研究され てい るQ 当
研 究室にお い て 大腸菌の ポリア ミ ン生合成欠損株 にニ トロ ソグア ニ ジ ン処 理を繰り返 し行 っ た
結果 ､ ス ペ ル ミジ ン輸送欠損株､ 及 びプ トレ ス シ ン ･ ス ペ ル ミジン 両輸送欠損株を分離し､ さら
にこれ らの 変異株を用 い て Fig･ Ⅰ･ に示す3種 の ポリア ミン輸送系遺伝子 (pPTIO4, pP T79, pP T71)
の ク ロ ー ニ ン グに成功した(8)opPTIO4はpotA B C Dより成るオ ペ ロ ン(9)を､ またpp T79はpotF G H I
より成るオペ ロ ン(10)を形成して おり､ それぞれ ス ペ ル ミジン優先取り込み系､ プ トレ ス シ ン特
異的取り込 み系を コ ー ドする｡ これら 2種類の 輸送系 は ÅTP の加水分解により エ ネルギ ー を得
て い る A B C(A TP bindingcassett)transporter superfa mily に属するo A B Ctra nsporterは バ クテリア
か らヒ トまで様々 な生物に広く存在 しており ､ その数は30種類以上とい われて い る｡ こ の fami ly
に属する他の輸送系として 主なもの は マ ル ト ー ス 輸送系､ ヒ ス チ ジン輸送系､ 腫癌細胞に高発現
が 認 め ら れ る 多剤 耐性 輸送 系 ､ 及 び 嚢胞 性 繊維 症の 原 因 遺伝 子 で あ る
■
cystic fibrosi
tr ans m e mbr an e regulatorなどが挙げられるo 大腸菌に代表され るグラム 陰性菌の A BC tran sporter
は ペ リ プラズム に各々 の基質を特異的に課徴する結合蛋白質を持つ o ポリ ア ミ ン輸送系もまた ､
PotD お よび PotF がそれ に相当する ｡ ペ リプラズム に存在する基質結合蛋白質の いく つ かは ､ Ⅹ
線結晶構造解析によりその 高次構造が明らか とな っ ており､ これ らはア ミノ 酸配列 の相同性が
20 %以下にも関わらず ､ 主鎖構造は互 い に類似して い ることが報告され て い る｡ ス ペ ル ミジ ン ･
プ ト レ ス シ ン結合葺白質で ある PotD も1996 年にそ の高次構造が明らか となり ､ また変異葺白
質を用い た解析も行われた こと でそ の基質課織機構が分子 レ ベ ル ･原子 レ ベ ル で明らかとな っ た
(1 ト13)｡
一 方､ pp T71に コ ー ドされ るポリア ミ ン輸送賃白質 PotE はプ トレ ス シ ン排出活性を持
ち､ なお かつ プ トレ ス シ ン取り込み活性も有する ユ ニ ー クな輸送蛋白質で ある(14)｡ これまで に
PotE によるプ トレ ス シ ン 取り込み活性は膜電位依存的である こと ､ また排出活性はプ ト レ ス シ
ン ･ オ ル ニ チ ンア ン チポ ー タ ー 活性によるもの で ある ことが明らかとなっ て い る｡ こ の ように塩
基性ア ミノ酸とそ の脱炭酸化物との ア ンチポ ー タ ー は PotE 以外にはリジン ･ カ ダベ リ ン ､ およ
び ヒ ス チ ジ ン ･ ヒ ス タミ ン を基質とするもの が同定され て い る｡ これ らの基質認識機構､ お よび
基質特異性につ い て も不明な点が多く ､ 分子 レ ベ ル で の機能解析は行われ て い なか っ た｡
PotF とPotD はア ミノ酸配列上 ､ 34 % の相同性を持ち､ そ の基質認識部位も類似 して い ると推
測され た｡ しか し､ なぜ potF が プト レ ス シ ン のみ を特異的に認識するの かは大きな疑問で あ っ
たo 本研究で は最初に ､ プ ト レ ス シ ン 特異的取り込み系の基質結合葺白質 である PotF に つ いて
結晶構造解析による高次構造の解明 ､ および変異蛋白質を用 い た活性測定に よる基質罷織部位の
同定を行い ､ PotD,PotF両蛋 白質にお ける基質認識機構の差異につ いて検討を行 っ た｡ また ､ 大
腸菌にお ける3種類の ポリ アミ ン輸送系は全て プ トレ ス シ ンを基質として認識するが ､基質に対
す る親和性が異なる (pp T IO4, 71, 79: Km - 1.5, 1.8,0.5pM) ことを踏ま え､ 各輸送系にお ける基
質特異性の相違につ い ても検討を行 っ たo
一 方 ､ 真核細胞にお けるポリア ミ ン輸送に関する研究は上述 した大腸菌の それと比較すると
遅々 と したもの があり ､その最大の原因はやはり輸送蛋白質本体が同定され て い ない ことにある
と考えられ る｡ 勿論､ 培養細胞 を用い たポリア ミ ン輸送系の解析は着々 と行われ てお り ､ L 1210
白血病細胞 で はポリアミ ン類が同 一 の 輸送系で 輸送されること(15)､ また マ ウス 神経芽細胞お よ
び F M 3 A細胞 にお い て ポリア ミ ン輸送が エ ネル ギ ー 依存的であるこ と(1 6)､ O D C調節蛋 白質で
あ るア ン チザイ ム(17)がポリア ミ ン取り込み を抑制 し､ 排出を促進する こと(18)等 ､ 輸送活性調
節 に関する報告が近年続々 と得られ てきて い る o また其核細胞の モ デル と して遺伝子 工学的にも
序飴
有用 で ある酵母 Sa charo myc es c erevz
'
sia eを用 い た系で も研 究は進んでお り ､ 当研究室では これま
で に培地中の マ グネシ ウム 潰度を通常の 2 m M か ら50 pM に低下させ るとポリア ミ ン による細
胞増殖阻害が見られ る ことを見出し(19)､ こ の性質を利用 して 単離 した変異株 y T M 22-8 は低 マ
グネシウム培地にお い てもポリア ミ ン による細胞増殖阻害が起こ らず､また この 変異株にお ける
ポリア ミ ン取り込み活性は減少して い る ことを明 らかに した ｡ また ､ 液胞の ポリア ミ ン取り込み
はプ ロ ト ン濃度勾配依存的で ある こと(20)を明 らかに し､ 少 なくともS. c e r e visE
･
a eにお けるポリ
ア ミ ン輸送は細胞膜お よび液胞膜に存在する輸送系に よ っ て 調節を受けて い る こ とが示唆され
た｡ さらに上記の変異株を用 い て ス クリ ー ニ ン グ した結果､ 2種類の セ リ ン ･ ス レオ ニ ン リ ン酸
化酵素の 同定に成功し(21,22)､ これらがポリア ミ ン輸送を調節して い るもの であると考えられ たo
1996年に全ゲノム 配列 が決定された S. c e r e visiae(23)で は急速に研究が進み ､ その後ポリ アミ ン
輸送に関与する数種類の セ リ ン ･ ス レ オ ニ ン リ ン 酸化酵素が他研究室にて 同定された(24,2 5)｡ し
か し､ 肝心の ポリア ミ ン輸送蛋白質本体は どの研究室で も同定されなか っ た｡ そ こで本研究では
第二 に真核細胞にお けるポリア ミ ン輸送蛋 白質遮伝子 を､今ま でとは異な っ たア プ ロ ー チで 同定
する ことを試みた｡
A - i
大腸菌ポリアミ ン輸送蛋白質の基質認識
第 一 牽 第 - 節 プ トレ ス シ ン 特異的結合茸自賛potF の 結晶構造解析 および基質懲林部位 の 同定
第 一 章 大腸菌ポリア ミ ン輸送蛋白質の基質認識
第 一 節 プト レ ス シ ン特異 的結合葺白質 potF の結晶構造解析 お よび基質認識部位の 同定
ス ペ ル ミ ジ ン ･ プ ト レ ス シ ン結合蛋白質potD は X 線結晶構造解析および変異蛋白質を用い た
活性測定により ､ その 基質認識部位の詳細が明 らかとなっ たo N ドメイ ンお よび C ドメイ ンと
い う2 つ の ドメ イ ン構造を持つ こ の蛋白質の 高次構造は ､ これまで に解析された他の 基質結合蛋
白質の もの と類似 してお り ､ 2 つ の ドメイ ン に囲まれた中央部には基質結合 ドメ イ ン であるク レ
フ トが存在する｡ このク レ フ トに基質で あるス ペ ルミジ ン が結合された形で解析は行われた ｡
PotD の 基質罷識にはス ペ ルミジ ン の アミノ基を認識する酸性ア ミノ酸残基と ､ プ ロ ピル およ
びプチ ル 骨格を認識する芳香族ア ミノ酸残基が重要で ある ことが明らかとなっ た ｡ また､ プ トレ
ス シ ン の認識部位はス ペ ル ミジ ン の ア ミノプ チル 基認識部位と重複する こ とが解析の 結果より
明らか となり､ こ の こ とはPotD にお けるス ペ ルミジ ン とプ トレ ス シ ン に対する親和性の違い(ス
ペ ル ミジ ン, K d- 3･OpM; プト レ ス シ ン, K d- 100pM) を説明できる結果で あ っ たo
上述した ように ､ PotD とpotF の ア ミノ酸配列 上の相同性は34%と ､ 他の 基質結合蛋白質と比
較すると高く ､ その 基質認織部位お よび主鎖構造も酷似 して い ると思われ る｡ そ こ で ､ PotD お
よび PotF の アミノ酸配列を基に ､ PotF のプ トレ ス シ ン認識部位の 同定を試み たo また ､ PotF の
結晶化 ､ および X 線結晶構造解析は生物工学研究所の 森川博士 ､ vassyrye v博士 (現理化学研究
所播磨研究所研究員) により行われた｡
【材料および実験方法】
i &
大腸菌野生株 T G l,J M IO5､ およびポリア ミ ン生合成 ･ 輸送欠挽株 K K 313potF::KmfまL-broth､
2 Y Tm ediu mも しく は M M O培地で培養した ｡ppT79 3(potG H Iを コ
ー ド)を導入 した株は30pg/ mi
ク ロ ラム フ ェ ニ コ ー ル を添加 した培地にて 培養した｡ pM WpotF, および pU CpotF を導入 した株
は1 00p g/mi アン ピシ リ ン を添加した培地にて培養 したo 培地の組成を以下に示すo
･ しbr otb ( 栄養培地)
Co mpon ent Co mposition
(perlitter)
Bactotrypto ne
Yeast e xtract
NaCl
l og
5g
5g
･ 2 YT m ediu m (栄養培地)
Co mpone nt Co mpositio n
(perlitter)
Bacto try pton e
Yeast extract
NaCl
1 6g
l og
5g
第 一 牽 第 一 節 プ ト レ ス シ ン 特 異的結合軍自質 potF の 結 晶構造解析お よび基質瓢織部位 の 同定
･ M M Om ediu m (合成培地)
Compon ent co mposition
(perlitter)
K2HPO4
K H2PO4
Na3･ Citrate2 H20
(N Ⅰi4)2SO4
MgSO47 H20
Thiamine
Leu cin e
Threo nine
M etbionirle
Serine
Glyclne
Omitbine
Biotine
7g
3g
0.5g
lg
0.1g
2 mg
l oomg
1 00mg
l oomg
l oomg
l o mg
loo mg
l ong
使用時に最終濃度 o,4% グル コ ー ス を添加する｡
星L 出 盛盈聾△塾よ逆Z 乏Å と且辺込遡豊
部位特異的変異導入 は Sayers らの 方法(26)に よ り ､ Sc ulptor
T M
in vitro m utagenesis syste m
(Am ersha m)､ も しくは Bra m a nら の 方法(27)により , Quik C hange
T Msite -Dire cted Mutagen esi Kit
(ST R A T A G E N E)を用い て行 っ た｡ 導入 した変異は D N As equence により確熟 した｡ これ らの プラ
ス ミ ドD N Aはア ル カリ ーS D S法により調整 した.
三選盈転換
形質転換には 一 般的に塩化カ ル シウム法を用 い た(28)o また ､ より効率の 高い 形質転換が必要
とされる場合は電気穿孔法 (25pF,2 00E2, 1.5k V) に て, 0.1 c m幅の キ ュ ベ ッ トを用いて行 っ た｡
生産星 地 遡亙
pU CpotF または pU C m utated potF を導入 したJ M IO5よりペ リプラズム分画 を得た｡ ペ リプラ
ズム分画の分画法は Oliv er and Be9kwith の方法に従 っ た(2 9)｡ PotF蛋白質が約 50 %となるように
ペ リプラズム分画 を調整 し､ 反応液 (10m M Tris- H Cl(pH 7.5),30 m M K Cl) にPotF蛋白質として
10pgとなるよう ､ ペ リ プラズム分画を加 えるo 氷冷後 ､ 最終濃度が4pM となるように【
14
c】 プ
トレ ス シ ン (2.24 G Bq/m m ol) を添加 し､ 反応を開始する｡ 反応は30℃ の恒温槽で 5分間イ ンキ
エ ペ - シ ョ ンする こ とで行い ､ 反応終了後 ､ 反応液を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー ･(c ellulose
nitrate, 0.45m m; A dv a nte cToyo) 上 に トラ ッ プ し､ 蛋白質を回収した. potF蛋白質に結合したプ
ト レ ス シ ンの 放射活性 は液体シ ンチ レ ー シ ョ ンカ ウンタ ー により測定した o活性測定に用 い た蛋
白質量は Lo w町 ら の 方法(30)で定量した
第 一 草 第 一 節 プ ト レ ス シ ン 特異的麓合蛋白質 potF の結晶耕造解析 お よ び 基質昇弘部位 の 同 定
互生盤匝と;墨吐息乙 地 道盤週足
ppT 79.3お よびpM WpoLF (また はpM W m utaled pofF) を導入 した K K 313pfF::伽 を L
-broth
で 一 晩前々 培養するo 前 々 培養 した菌を M M O培地に移 し,
一 晩前培養する o 翌日､ 新 しい 同培
地 に菌を移 し､ 54 0n m で の吸光度がo.3 になるまで培養 し､ 集菌するD 集菌後､ BuffcrI(6 2TnM
pota ssitl mPb ghate(pE7･0), 1･7 m M sodiu m citnte, 7･6Il朗 (N払)2SO4,0･411nM MBSO4) で菌を洗
い ､ 200pl の 同 Buqerで懸濁 したo 30℃ ､ 5分間プ レイ ン キ ュ
ベ - シ ョ ン後 ､ 最終濃度が 101d d
となるように【
-4
c]プ ト レ ス シ ン (370 M Bq/ 皿 01) を加えたo
一 定時間後, 反応液を m e mbra n eBlter
(cellulo se ac etat , 0.45pn;A dv 肌teCToyo) で ろ過すること により菌を回収した o 菌内に取り込
まれ たプ ト レ ス シ ン の放射活性は裸体シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウン タ ー により測定したo 活性測定に
用い た菌体の 蛋 白量は Lo w ryら の 方法(30)で定量 した｡
【結果】
I. X 線結晶構造解析 に よ る PotF の 立体構造
potF の 3次元 立体構造は解像度23Å の 高分
解能で 決定された (Fig. 11 )o PotF は 3 7 0ア
ミノ 酸からなるが ､ そ の ア ミノ末端は 26 ア ミ
ノ酸か らな るシ グナ ル 配列で あり , 翻訳後 ､
ペ リプ ラズ ム に輸送され る際に切断され るD
またア ミノ末端 の 2 アミノ酸残基､ お よびカ
ル ポキシ末端 の 1 アミノ酸残基が結晶と して
解析できず ､ 従 っ て PoIF は 29-369 番目まで
の アミノ酸か らなる結晶構造と して示 された ｡
こ の 蛋白質は全体的に楕円形の 構造をと っ て
お り ､ 構造的に頬似 した 2 つ の ドメイ ン から
形成され る｡ こ の 2 つ の ドメイ ン 間には基質
結合 ドメイ ン であるク レ フ トが存在する D こ
の ク レ フ トには 4個 の水分子および基質で あ
るプ トレ ス シ ン の 存在が確認 されたo
Fig. I
-I. 0▼e rd yiew of PotF ib C O mPle l witI)
ptltre Sdn elT he P d Fm ol- Jeis sho wn as a rtbbon diagr a m･
T7p'P･stra nds, a -helices, aJld lo oreg10 nS areblue , gre en, 弧 d
yello w, 7-e SPeCtiv ely. T he putre sc17Iedo n s are showrL a S red
BPhe res･ T he fLgLLr e W asPrO 血c ed with the M O L S C R m
PrOg 池1 ･
2. PotFの プ ト レ ス シ ン 認識 に 関与す る ア ミ ノ 酸残 基 の 同定
potD ･ PotF 両ア ミノ酸配列の aligr m ent より推定された PotF の プ トレ ス シ ン認識に関与すると
思われ るア ミ ノ酸残基を部位特異的変異導入法により変異させ たpotF W37L, S38 A, D 39N, Y 40 A,
s8 5 A
,
S8 7A
,
E 185Q, S 226A, W244 L, F276 L, D 278N, Y 314 A, お よぴ K 349Q を作製 し, それ ら の プ
トレ ス シ ン 結合活性 ､お よびそれらを発現させた株 におけ るプト レ ス シ ン 取り込み活性を測定し
た (Fig. 112) D そ の結果､ 両活性 とも W37 L, S85 A, E18 5Q, W 244 L,および D 278 N変異体で 著 し
い 活性 の 低下が見 られた ｡ また結晶解析 の結果 より ､ プ トレ ス シ ン認識に関与すると推測された
ア ミノ酸残基 D 247をア ラ ニ ン に置換した変異体 D 24 7Aを作製 し､ 同様に活性測定を行 っ たと
こ ろ ､ 結合､ 輸送両活性がほ ぼ完全に消失したo これら変異 PotFを用い た活性測定帝果は X 線
第 一 牽 第 一 飾 プ ト レ ス シ ン 特異的結合軍白質 potF の 結晶構造解析 お よ び基質落鞍部位の 同定
結晶構造解析の 結果と完全に 一 致するもの で あ っ た｡ 以上 の 結果より ､ PotF の プ ト レ ス シ ン認
識 には PotD と同様､ 3 つ の酸性ア ミノ酸残基 ､ お よび 3 つ の芳香族ア ミノ酸残基が必要である
ことが明らか となっ た｡
【考察】
今回 の Ⅹ 線結晶構造解析の結果より ､ PotD とPotF は推測された通り ､ 非常に良く似た主鎖
構造をとる蛋 白質であるこ とが明らかとなっ た (Fig. ト3)｡ また 2 つ の ドメ イ ン か らなる構造お
よびそれ ぞれの ドメイ ン にお ける トポ ロ ジ ー は ､ ペ リプラズムに存在する他の基質結合蕉白質と
類似して い るo PotD, PotF 両軍白質の N ドメイン はそれ らの C ドメイン より構造的に相同性が
高く ､ こ の こ とは他の基質結合蛋白質にも共通して言えることである｡ 両軍白質問での構造的に
大きな相違は ､ PotF だけに見られ るジス ル フ ィ ド結合であり ､ C ドメイ ン の 175, 239番目の シ
ス テイ ン残基間 で形成されてい る｡ こ の ことからこれらの残基が架橋を形成する ことにより ､ C
ドメ イ ンの 構造が安定に保たれ て い ることが示唆される｡ PotD- ス ペ ル ミジン複合体と poげ _ プト
レ ス シ ン 複合体の 立体構造を重ね合わせると､ potF 上の プ トレ ス シ ン の結合部位は PotD に結合
するス ペ ル ミジ ン の ア ミノプチ ル部分に相当することが分かる｡ これは両蛋白質の ア ミノ酸配
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Fig･ I-2･ PtltreSCine binding a nd uptake activities of mtltated PotF proteiTIS･ A, PotF protein in periplas m.
Periplasmicprotein(1 0Jig)w as el ctrophoresedo n12 %polyacrylami degel(31)andstain ed with Coorrl aSSie BrilliantBlu eR 2 50.
B,putres cin ebinding･ The controla ctivitywiththe no rm al PotFprotein w as3･59n m ol/mgofprotein. C,putres cineuptake activity･
The c o ntrola ctivityw a sO･66n moU min/mgofprotein･ Eachv alu eisthe av er age ofdtlPlic atedeterminatio n s.
第一章 第一舟 プ ト レ ス シ ン 特 異的篇合蛋白質 pot F の結 晶構造解析お よ び 基質政弘部位 の 同定
列 の 相同性 より推測された ことと 一 致する｡ PotD のス ペ ル ミジ ン認識に関与する13 ア ミ ノ酸残
基 の うち､ 7 ア ミノ酸残基は PoIF 上で 完全に保存されてお り ､ 7残基は全て PDtF のプ トレ ス シ
ン認 識に関与 して い た｡ S85お よび E 185は プト レ ス シ ン と直接相互作用 してい な い にも関わ ら
ず ､ これ らの アミノ酸残基の変異体で は著しい活性 の低下が見られた｡ こ の 2残基は水分子を介
して プ トレ ス シ ン の ア ミノ 基と相互作用する ｡ こ の 水分子 の存在は基質結合 ドメ イ ン で あるク レ
フ ト の構造保持に重要で あり ､ S85お よび E 185は水素結合によりこ の水分子を安定化させて い
るo また E185は W 244とも水素結合を形成 して おり , W244を適切な位置に保 ち役割 を担っ て
い るも の と思われ る｡
叶
汀プ′
Fjg･ 1-3･ Co mpa risl)II 8f PotF&l)d Pod ). TtLePot D m olec ule (gw e n)is mperl mPOSed orl the Pot FE n Olecde (nd).
Pqtre s cil]e bo tm d lo P d FaLnJ sper -din eLoud t oPotD q e sho w巾 a S Cya n andyello w batEa nd 8tllck m odels, respe ctively. 1 もe
I;gL)re Wa B 血 q lWiththe M O L S C R IP Tproga m .
上述 したように ､ PoID にお けるス ペ ル ミ ジン およびプ トレ ス シ ン に対する親和性は大きく異
なるが ､ それはア ミ ノプ ロ ピ ル 基部分に対する相互作用 の 有無で説明が つ く o プ ト レ ス シ ン は ス
ペ ル ミ ジ ン に比 べ ､ ア ミノ プ ロ ピ ル 基の 分だけ短く ､ ア ミ ノ 基が l つ 少ない o こ の アミノ プ ロ ピ
ル 基の 存在により ､ ス ペ ル ミ ジン は PotD に対 して 高い親和性を持 つ もの と考えられ る o と ころ
が potF ではプ ト レ ス シ ン に対する親和性が Kd = 2.0IIM と ､ potD の プ トレ ス シ ン に対す る親和
性に比 べ 5 0倍も高い . これは X 締結晶構造解析の 結果､ PotF上 の 酸性ア ミノ酸残基 D 247お よ
びそ の 近隣に位置する3 個の 水分子と ､ プ トレ ス シ ン の ア ミノ基と の 間に形成される強固な水素
結合によるも の であ ることが判明 した o こ の水 素結合により ､ プ トレ ス シ ン の アミノ基は し っ か
りと固定された状態とな るた め ､ potF のプ トレ ス シ ン に対する親和性が高い の ではない か と思
われ る D
第 一 牽 第二飾 大腸菌ポジア ミ ン翰潰系にお ける基質特異性 の相違
第二節 大腸菌ポリア ミ ン輸送系 にお ける基質特異性 の相逮
大腸菌に存在する3種の ポリア ミ ン輸送系は いずれも基質と して プ ト レ ス シ ンを認識するo そ
の 中で ､ PotA B C D(pp T IO4) ほプ トレ ス シ ン だ けでなく ､ ス ペ ル ミジン も認識 し､ 取り込むこ
とが出来るが ､ potE (pp T 71) および potF G =Ⅰ(pp T79) はプ トレ ス シ ン の み を取り込む ｡ また
X 線結晶構造解析の結果から､ PotF はPotD よりも大きなク レ フ トを持つ ことが分かり ､ PotFに
はス ペ ル ミジ ン を認識 し得るだけの 空間が存在する ことが明らか とな っ た o これらの輸送系にお
けるプ ト レ ス シ ンに対する親和性は Table lに示すように異なるこ とから ､ これ らの輸送系にお
けるプ ト レ ス シ ン認識機構の相違を検討 した｡
Table1 T heKn ” nd Vm ax v AItJeS OfpoJya minetranspo rtsyste m sin E.eoIL
Plasmid Substrate Km
(pM)
Vm ax
(n m ol/min/mg protein)
pP T 10 4 Putrescine
Spe midine
Spe mine
pPT79 Putrescine
pP T71 Putres cine
I .5
0.I
I.2
0.5
1.8
19.8
1 4.9
9.4
22.I
3.4
【材料および実験方法】
必 乙主立透尊塵
ポリア ミ ン誘湧 体 l
,
3- Diamin opr opan e, N -(31amin opr opyl)･n -pr opylamin e, N -(3･ amin opr opyl)･n -
butyla min e, N -(31 aminopropyl)-n -pe ntyla min e, N - ethylputrescin e, Lra ns-1,4-D ia min o-2 -bute ne, Gis -1,4-
D iamin o-2-bute n e, tra ms-1,4- Cyclohe x an ediamin e, cis-I,4-Cyclohex anediamin e, 4- Am in o m ethyl-
piperidin e は城西大学薬学部の白幡昌教授より合成 ､ 分与して頂い た｡
之二乙Lヒ王立∠盤造型勤;適宜星過重遡旦盈星
pP T 71を導入 した K K 313potF::Km ､ お よび pP T79を導入 した KK 313をL-br oth で一 晩培養後､
M M Om ediu m で さらに 一 晩培養するo さらに同培地で A540-0.3 になるまで 3 7℃で培養 した後､
遠心に より集菌するo BufferIで1回洗浄 し､ 2 ml の同bufferにて懸濁後 ､ 最終濃度が ､ 50pM
もしくは 200pM となる ようにポリアミ ン誘導体を添加し､ 30℃で 5分間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ンす
るo その 後､ 最終濃度が 1 0pM となるように【
14c】プ トレ ス シ ン (3 70 M Bq/ mm ol) を添加し､ 一
定時間ごとに反応液o･5 mlを分取し､ membra n efilter(cellulos e ac etat , 0.45pm;A dv aふte cToyo)
で ろ過 するこ とにより菌を回収 した ｡ 菌内に取り込 まれ たプ トレ ス シ ンの 放射活性は液体シ ン チ
レ ー シ ョ ン カウン タ ー により測定 した｡ 活性測定に用い た菌体の 蛋白量は Lo w ry ら の 方法(30)
で定量 した｡
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第 一 牽 第二 歯 大勝菌ポリア ミ ン 輸送系に お ける基質特異性 の 相違
【結果】
プ トレ ス シ ン誘導体によ るプト レ ス シ ン輸送阻害効果
E R 313potF::Km/pP T 71お よび K K 313/pPT 79におけるプ トレ ス シ ン との親和性がそれぞれ 1.8
pM お よび o･5 pM で ある ことから､ 各誘導体の洩度をK K 313potF::Km/pPT 71に対しては50pM ､ ま
た K K3 13/pP T 79に対 して は 200pM としたo 誘導体非存在下における各輸送系の プトレ ス シ ン
輸送活性 を100 %と し､ 誘導体存在下にお ける各輸送系のプ トレ ス シ ン輸送活性を割合で示 した
(Fig. 1-4)0
両輸送系で 最も阻害効果を示 して い る誘導体は 6番の tr ans-1,4-Diamin o-2 加ten eで あり､ プ ト
レ ス シ ン 輸送活性が 40 %にまで低下 してい るの が見られた｡ また ､ 両輸送系で､ 顕著に違い の
見られ た誘導体は 1番の 1,3-D ia min opropan e､ お よび 5 番の N-ethylputr es cin eであり ､ これら2
種類の誘導体は共に pP T79(potFG HI) に対して は阻害効果を示すが ､ pp T71(POIE) にはほと
ん ど阻害効果を示さない こ とが明らかとなっ た｡他の 誘導体を添加 した場合は両輸送系とも著し
い 阻害が見られ なか っ た こ とか ら､ ppT 79 お よび pp T 71 のプトレス シ ン輸送におい て基質認織
が より厳密であるの は ､ pP T71に コ ー ドされるPotE であるこ とがこ の実験より示唆され た｡
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【考察】
プ トレ ス シ ン誘導体を用 いた阻害効果 の検討 より ､ potE にお ける基質認識が最も厳密で ある
ことが示唆された ｡ デ ー タは示 して い ない が ､ pp TIO4に コ ー ドされ る PotA B C D輸送系に つ い
て も同様の 検討 を行っ たと ころ ､ 予想された通 り ､ PotF G ⅢⅠ輸送系よりも基質認識が緩く ､ 様 々
な種類の プ ト レ ス シ ン誘導体で 阻害効果が見られ た ｡
potE は柏木 ら の実験により ､ Fig. 1-5 .に示す ような形 でプ ト レ ス シ ン を認識 して い ることが示
唆された(32)0 PotE の 輸送活性に関与するア ミノ酸残基は ､ 細胞質側の 親水性ル ー プ ､ もしくは
細胞 質側に隣接する膜貫通部位に局在するo 基質で あるプ ト レ ス シ ン は PotE の表面部分で はな
く ､ やや細胞膜内 に入り始 めた部分で認識され て い ると思われ る｡ また ､ プ ト レ ス シ ン の ア ミ ノ
基 N l,N 2を両側か ら取 り囲む ように酸性ア ミ ノ酸残基が位置するため ､ 5番 の NゼdlylptltreS Cine
の ようなプ ト レ ス シ ン より も構造的に大き い 分子 を認識 で きない の だと考えられ るo しか し ､
PotE はプ トレ ス シ ン よりも炭素鎖が 1 つ 短 い 1番 の 1,3 -D iamiJIOprOP an eも認 識しな い . こ の こと
から ､ 第 ⅠⅠⅠ-第 Ⅵ 睦貫通 ドメイ ン と第 ⅩⅡ 膜貫通 ドメイ ン の 距離は非常に厳密に保たれ て い る
こ とが 示 唆され る ｡ こ の こ とは , ア ミ ノ 基間 の 距離が ほ ぼ 一 定 で ある と思 わ れ る 6 番 の
Lr a ns-1,4-D iamin o- 21bllten eに より ､ プ ト レ ス シ ン輸送が阻害され るこ とからも推測で きる｡
PotE
Vl
Vlll
N2
Pe riFIzL)rrl
Xl
CyL叩l■q n
Fig1 1-5･ M odelofptltr eS (iJle re cognition sites o nPot E. A 皿 n O aC]d r esi due s sho ､ Ⅷin rectangle sareinv olv ed int'oth
tIPtake and excretIOZ70fptJtreS Che, a nda m m o acidresiduesin dlipse s zLr einthehldl 軸 tlPtake ofputrescin e.
PotF
a.d d
)v d 44 E l 肘
杏/て霊ま-管,,SB5 〆
r写し /
N･ 血Ildn
山 触
Nl
′
′
E*
I
)
PotD
囲 f:
t
!.志主;D?5;
Fig, 1 J. S(he n ati( dr a wing of Pot Fand Pot D. Thepohr az[d hydrophobic residu es a redra w β ail ellips e saJldrecta ngles,
TY SPC Ctiv ely･ Ⅶ1e m o stCn r(ia)residu es丘
-
o m the str 8 CturaJa ndzr)da[tI On a]a n aLys es aJt co一ored yello w, 皿 d the other re sidu es, which
aJfed s ubstrate bindJ喝 , aⅣ C olored piJ . . The po血 iⅡteraction sbetw e enpr otehs and 凱1bstrale9 町弓Sho w n asbroke nlin es. T he
w ater m olec ules ar e sho w n aspale
-blue circle s. M C, m a n chain.
12
第 一 牽 第二飾 大腸菌ポリア ミ ン 翰送系に お ける基質特異性 の 相違
一 方､ potF 蛋白質には ､ N･ ethy)putres cine の ような分子 を認識でき るだ けの ス ペ ー ス をも っ て
い ると思われるが ､ ス ペ ル ミジ ン を認識 しない ○ 共同研究者の Ⅶ ssylyev､ 森川 らによると ､ potD
の場合､ 基質認識 ドメイ ン で あるク レ フ トに , 基質で あるプトレ ス シ ン ､ ス ペ ル ミジ ン を支える
た めの チ ロ シ ン 残基の 存在が確認されたが ､ potF ではその ア ミノ酸残基がセ リ ン残基に置き換
わ っ て い たこ とが ､potF が ス ペ ル ミジ ン を認識できない理由の 1つ であ ると コ メ ン トして い る ｡
また ､ potF- ス ペ ル ミジ ン複合体を コ ン ピ ュ ー タ上でシ ュ ミ レ ー シ ョ ン した結果､ 理論的に構造
を組むこ とは不 可能であるという結論に至 っ たo これ は､ PotF が基質認識 の際に PotD に比 べ ､
多くの水分子が必要であること ､ また ､ これらの 水分子が互い に強固な水素結合を形成 して い る
ことによ るもの かもしれない (Fig. ト6)｡
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第 二章 酵母ポリア ミ ン輸送蛋白質遺伝子 の 同定および機能解析
第 一 節 ポリア ミ ン 輸送葺白質遺伝子の 同定
大腸菌で は 3種類の ポリア ミン 輸送系が 同定され ､ そ の詳細な解析が行われて い るが ､ 真核細
胞で は未だに輸送系本体が 同定されず ､従 っ て 細胞内ポリア ミン濃度調節機構に関する研究は遅
れて い る｡ これ までにも培養細胞 ､ 酵母などを用 い て ポリア ミン輸送系のク ロ ー ニ ン グが幾度と
なく試み られ たが ､ いずれも輸送系本体の 同定には至らなか っ た ｡ 大腸菌ポリア ミン輸送蛋白質
であるPotE と相同性の 見られ る蛋白質は m am m alian､ お よび酵母Sac chw o myc es cerevt
･
sia eゲノ
ム デ ー タ ベ ー ス 上に見出すことが出来なか っ た. 1997年に Gem erらの グル ー プにより､ 枯草菌
Ba cillus s ubtils の 多剤排出蛋白質で ある Bltによ っ て ､ ス ペ ル ミジンが排出されるとい う報告が
なされた(33)o そ こで ､ Blt の ア ミノ酸配列に相同性 の ある蛋白質を コ ー ドする遺伝子を酵母ゲ
ノム デ ー タ ベ ー ス より選別する方法で ､ ポリア ミ ン輸送蛋白質遭伝子の同定を試みたo
【材料および実験方法】
ユニ墜壁適塾金主望堕畳重任
出芽酵母 Sa ccharo myces c erevL
'
sia eY W 5-1 B
,
Y P H 499は和田洋博士より分与して い ただい た . ス
ペ ル ミ ン 耐性 ･ 輸送欠損株は当研究室の 丸山らにより分離され た株である(19)｡ これ らの 株は
Y P Dm ediu m
,
S Dm editlm
,も しくは C S Dm ediu m で培養 したo 培養は3 0℃ ､ 好気的条件下 で行 っ
た｡ 以下に培地の組成を示す｡
･ Y P Dm ediu m
Co mpo n ent Co mposition
Yeastextra ct 1g
Polypepto n e 2g/ 100ml
Auto clav e後 ､ 最終濃度2 %の グル コ ー ス を添加 して使用するc
寒天培地と して使用する場合 ､ 最終浪度2% のag訂 を予 め添加しておく｡
･ S Dm ediu m
Co mpo n ent Co mposition
Ye astmitr ogenbase
w/o a min o acids 0.67g/ 100ml
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Autoclave後､ 最終凍度2 %の グル コ ー ス ､ お よび Supple m e ntを添加 して使用するo
各 supple m ent の 浪度は以下 に示 して ある｡
寒天培地 と して 使用する場合 ､ 最終濃度2 %の agarを予め添加しておく ｡
･ C S Dm ediu m
Compo n ent co mposition
(perlitter)
【Amin o acids】
Aspar agln e
Serin e
T hreo ni e
Ⅵ1 in e
Glutamic acid- H Cl
Aspartic acid
P henylalanin e
Me也io n血e
Tyrosin e
ls oleu cin e
Arginine
【In organic salts】
NaCI
H3B O3
M皿Cl24 H20
Zn(C H3C O O)2H20
FeCl3 H20
Na2MoO42 H20
KI
K H2P 04
K2H P O4
2 %CuS O4
(N H4)2S O4
1500mg
400mg-
220mg
150mg
100mg
80mg
50mg
40mg
30 mg
30mg
2 0mg
10 0mg
0.5 mg
0.4 mg
0.4 mg
0.2 mg
0.2 mg
0.1 mg
850mg
150mg
2トL1
315g
[Vita mins]
In ositoI
D-Pantothenic acidc alciu m s alt
N iacin(nic otinic acid)
Pyrido xin ehydrochlori de
Tbia min eby血o cbloride
p-Ami皿Oben z oic a cid
Ribofla vin
Folic acid
D-Biotin
[Supple m e nts]
Leu cin e
Uraci1
A denine sulfate
llγptopban
Histidine
Lysin e-HCI
long
2 mg
400トIg
400ドg
400トLg
200トLg
200pg
lOOトIg
20トLg
loomg
20 mg
20mg
20 mg
30mg
30mg
10倍濃度に調整 した【Amin o acids]､ 【In organic s alts]お よび即H.)2S O. の混合液と ､ 100倍濃度に調
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整 した[Vita mins]､ お よび - 00倍濃度に調整した[Supplerne nts】を 一 晩も しく は完全に溶解するま
で撹拝復､ 演過滅菌を行うo これ らを適宜混合し､ さら古とグル コ ー ス (最終濃度 2 %)､ および
マ グネシ ウム (最終濃度50pM) を添加するo 滅菌水でメス ア ップ後､ 再度､ 櫨過滅菌を行い ､
4℃ で保存する｡
麹 生色盆鑑
定常期の 細胞を0･2 M T ris- H Cl(pH 8･0),4 % 2- m elcaptethan o1で 5分間処理する｡ 遠心後､ 細胞
をIM Sorbitolに懸濁 し､ 最終凍度5 mg/ml Zym olyas e20Tを加え､ 30℃で3 0分間加温する｡ 遠
心後､ 細胞をLysis buffer(50m M Tris- H Cl(pH 8･0), 0･2 M NaCl,10 m M E D TA,5 % SDS)に懸濁し､
最終洩度 100p g/mlProteinase K を加え､ 60℃で 20分間処理する｡ そ の後､ p he n ol/C H Cl3処理を
し､ エ タノ ー ル沈殿後､ T E bufferに溶解 し､ R NaseA で処理 したもの を敗色体 D N Aと して用い
た｡
旦こ塾生逸塵王追盟主旦膿盤盤塞
枯草菌 Ba cil]us s ubtilis の 多剤排出軍自質である Bltの ア ミ ノ酸配列 (Ac cessi. nN.. A AC36944)
と､ 相同性の ある葺白質を コ ー ドする遺伝子 は ､ Natio n al Ce nterforBiote chnologylnfo rm ationの
BL A S Ts e ar ch (UR L:h坤://w ww .n cbi.nlm .nih.go v侶L A S T/) を用い て検索するこ とで得たo また､
候補とな っ た酵母遺伝子 の D N A塩基配列､ お よびア ミノ酸配列は全て Stanford Univ ersity の公
開デ ー タ ベ ー ス で ある Sa c cha ro myc esGe n o m eDatabase (U R L: hQ://gen o m e- w w w.sta nford.edu/
Sac cbaro myces/) より引用 した ｡
生三三∠.塵整数 幽 製
ア ミノ酸配列 align m e ntは京都大学化学研究所 Gen o m eN E T(U RL‥http://w w w･ge nom e.ad.jp) よ
り提供されて い る配列形成プ ロ グラム C L U S TA L Wm ultiple sequ e nce align m ent progra m(versio n
1.7)を用い た(34)o また系統樹は､ CLU S TA L Wの結果を基に分子系統樹作製プ ロ グラム P H Y LIP
v ersio n3･6 (U R L: 地p://e v olutio n.ge netics. w a shington.edu/phylip.htmlより release) を用い て作製し
た(35)o
皇之乏三三土壁盟製
各候補遺伝子 の OR F上流 3-40 0 bpおよび下流2- 300 bp付近の ､適当な制限酵素配列が付加さ
れたプ ライ マ ー を設計 し､ 染色体 D N Aをte mplat¢ として ､ PC Rで増幅した｡ これらの D N A断
片､ お よび ベ ク タ ー である Y Ep3 51を制限酵素で処理 し､低融点アガ ロ - ス ゲル にて 精製後 ､各々
を適当量混合 し､ T4 D N A ligas eを加え､ 1 6℃ で 一 晩静置した｡ エ タ ノ ー ル 沈殿後､ T E bufferに
溶解 し､ 適量を大腸菌に導入後､ プラス ミ ドを単離 し､ 目的の D N A断片が挿入されて い ること
を確認 した ｡
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@
形質転換 は酢酸リチウム 法を用い た(3 6)o 5 ml の Y P Dm edium 中で対数増殖中期 (A5.0-
0･5-0･6)まで増殖 した酵母 を遠心後､適量の T E LiAc溶液(10mM T ris-H Cl
,
100m M Lithiu m a cetate,
1 m M EDT A)で洗い ､ 同溶按50pl で懸濁 したo 予め熱変性させ ておい た 10mg/mls alm o ntestis ss
D N As olutio n5plお よびプラス ミ ドD N A Ipg を混合し､ さらに懸濁した細胞とよく混合した ｡
D N Aと細胞 の混合液にP E G/T E LiAc 溶液 (40 %poly-ethylen eglyc ol in T E LiAc)3 00plを加 え ､
よく混合 し､ 3 0℃ で 30分､ 42℃で 20分処理 した｡ 遠心により細胞を回収後､ 10叫lの滅菌水に
懸濁 し､ 全量を選択培地に広げ､ 30℃ で2
,
3 日培養 し､ コ ロ ニ ー を形成させた ｡
Zェ迦塵旦亀鑑監畳遡塵
細胞を適量､ N U C L EOP O R Em e mbr an efilter(polycarbo nate, 0叫 m,2 5m m) 上に集め､ デシ ケ
一 夕 - 内で 2,3 日乾煉後､ その質量を測定し､ 風袋との差をもっ て細胞の乾燥質量と した ｡
&
細胞を遠心後 ､ 適量の 10 % T C Aに懸濁 し､ 70℃で 1時間､ 途中､ 数回激 しく混合 しなが ら加
熱するo 加熱終了後 ､ 遠心 して 上清を取り除き､ 沈殿に 0.2 N NaO Hを適量加え ､ よく混合し､
37℃ で 1時間加温 した o 適宜､ 凍結融解を数回繰り返 し､ 沈殿をほぼ完全に溶解させ ､ こ の 溶液
を葺 白定量に用い たo 定量法は Lo wけ らの 方法(30)に従っ たo
全逓且乙主 迎 よ旦麺塵圭鮎班遠望塵鼓
50pM マ グネシ ウム 含有 C S Dm ediu m5 mlで細胞を24時間培養し､前培養と した｡ これを540
n m にお ける吸光度が o,o3- 0.05になるように新しい 同培地に植えた｡ さらに適量の ポリア ミ ン
を加え ､ gro wth che ckを開始 し､ 開始後50- 100時間ほど､ 細胞の増殖を54 0n m における吸光度
の 増減で測定した｡
エ 地 遡塵
対数増殖後期(A540- 0･8 -I一o)の細胞を遠心後 ､ 適量の Na-H EP E S buffer(20m M Na-H EP E S(pH
7.2),1 0m M glu c os e) で 2回洗浄するo 同bufferで 1 0 D/mlとなるように細胞を懸濁 し､ 内o.5 ml
を同 buffer2･O mlに希釈した. これを3 0℃ ､ 5分間イ ン キ エ ペ - シ ョ ン後 ､ 【
14
q ス ペ ル ミ ン (3 7
MBq血 皿 Ol)､ または【
】4
c】 ス ペ ル ミジ ン (3 7 M Bq血 皿 01) を添加し､ 反応を開始 した ｡ 一 定時間
ごとに反応液 o.5 mlを分取 し､ m e mbr an efilter(c ellulose acetate,0.45pm;A dv antecToyo) でろ過
する こ とにより細胞を回収 した ｡細胞に取り込まれ たポリア ミ ンの 放射活性は液体シ ンチ レ ー シ
ョ ン カウ ン タ ー により測定した｡
尚､ TP O遺伝子を導入 した株は ポリア ミ ン存在下 (0.3 m M ス ペ ル ミ ン) で培養 した細胞を
.
､
TP O遺伝子破壊株はポリア ミ ン非存在下で培養した細胞を用い た｡
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i @
大隈らの 方法に従 っ て行 っ た(37)0
4 1itterの 対数増殖中期 の細胞 (A540 - 0･6,total 1xl Ou cells)を遠心後､ 精製水で 2回洗浄した.
So rbitol buffer(1 Ms orbitol,13m M Tris- HCl(pH 8.0)) で 1回洗浄後 ､ 同bufferで 2.0x lOScells/ml
となるように懸濁 し､ 最終濃度2 0pg/ml のZym olyase2 0T(生化学工業) を加 え､ 3 0℃ ､ 150分
間振逸したo 遠心後､ 細胞を6倍量の BufferA (12 % Fic ol1 40 0,10m M Mes-T ris(pH 6.9),0.1 m M
MgCl2) に懸濁 し､ Do unc eho m ogenizer(loos etype) で ホモ ジナイズ後､ 超遠心用チ ュ ー ブに分
注 したo 同 bufferを等量重層し､ ス イ ン グ型 ロ ー タ ー で 26
,
0 00xg､ 30分間遠心 を行 っ た｡ 遠心
終了後､ 液面上 に浮か んだ画分をス パ ー テ ル ですく い 取り ､ 少量の BufferA に懸濁し､ 超遠心
用チ ュ ー ブに分注 した o BufferB (80(o Fico11 400,10m M Mes-Tris(pH 6.9),0.5 m M MgCl2) を重層
し､ ス イ ン グ型 ロ ー タ ー で 26,000xg､ 3 0分間遠心 を行 い ､ 嵐山終了後､ 液面上 に浮かんだ画分
を ス パ ー テ ル ですくい取り ､ 少量の BufferB に懸濁 し､ 等量の 2 x Bu飴 rC(1 0m M Mes-Tris(pH
6･9),5 m M MgCl2, 25m M K Cl) と混合 した . さらに等量の 1 x Bu飽 r C で希釈し､ 遠心終了後 ､
得られ た沈殿を適量の 1x BufferC に懸濁し､ これを液胞膜小胞と したo
エ 卿 迫適度旦遡塵
柿沼らの 方法に従い(2 0)､
一 部改良して行 っ た｡
反応液 (25m M T ris- Mes(pH 7･4),4 mM MgCl2,2 5m M K Cl, 0.5 m M AT P;100pl) に調整した液
胞膜小胞を3 0-50帽 加え､【14 C]ス ペ ル ミ ン (74M Bq/m m ol) を添加し､ 25℃で反応を開始するo
- 定時間後､ 反応液を5 mlの w ash buffer(10m M T ris- Mes(pH 6･9),5 m M MgCl2,25m M K Cl) で
希釈し､ m e mbr an efilter(c ellulose acetate,0.4 5pm;A dv ante cToyo) で ろ過する ことにより液胞膜
小胞を回収 した ｡液胞膜小胞に取り込まれたス ペ ル ミ ン の放射活性は液体シ ン チ レ ー シ ョ ンカウ
ンタ ー で測定 した｡
主呈 地 盤製
On e-step gen edis ruption m ethod に従い行 っ た(38)o 5. で作製 したプラス ミ ドy EpT:P O I, T P O2,
TP O 3
,
TP O 4をそれぞれ Nc oI-AatI, NcoI-SpeI,ApaI, SpeIで切断 し､ そ こに H IS3断片を挿入する こ
と で ､ そ れ ぞれの 遺伝子 を破壊 した プ ラ ス ミ ド Y EpTPO )::m S3, TP O 2:IH IS3, TP O 3::H IS3,
TP O 4::m S3を作製した . 次にこれ らのプ ラス ミ ドをte mplate とし､ P C Rにて 目的の断片を増幅
したo こ の増幅 した D N A断片を酵母 に1in e ar- tr an sfor m ation し､ ヒ ス チ ジ ン欠損s Dm edium 上
で ､ コ ロ ニ ー を形成したものを遺伝子破凍株と した ｡ それぞれ の遺伝子破壊株は So u血e m blot､
またはP C Rにより ､ 目的の 遺伝子 が破壊され てい るか どうか確認 したo
i生 地 由
酵母か らの total R N A の単離は ､ hot-phen ol法に従っ て 行 っ た(39). 得られ たtotal R N Aを2.2 M
ホ ル ムア ルデヒ ドを含む 1 % アガ ロ - ス ゲ ル で電気泳動後 ､ Gen escre enTMplu stransfer m e mbr an e
(N E Mres e ar chpr odu cts) に転写 し､ U Vcrosslinker(120, 00pJ/c m
2
) によ っ て R N Aを固定させ
た . こ の m e mbr an eをhybridiz2[tio nbuffer(50 % for m ami de,1 % S DS, 10% dextr an sulfate, 1 M NaCl)
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に浸 し､最終溝度 100pg/ml サケ精子 D N Aを加え ､42℃ で 60分間pre-hybridiz ation した後 ､p.
robe
を加え､ 42℃ で 24時間hybridizatio nさせた o m embran eを 2x SS Cで 5分間x2 臥 2 x SSC ＋ 0.1 %
S D S で 45分間 x2 臥 0･1 xSS C＋ 0･1% S D S で 20分間 x2 回洗浄後､ 風乾 し､ BA S20 00 im ag ng
an alyzerを用 い て解析を行っ た(4 0)｡
&
Joho らの 方法(4 1)を 一 部､ 改良して 行 っ た .
対数増殖期も しく は定常期の細胞を遠心 により集め､ I m M E D T A で 2回洗浄するo 細胞をo.5
ml の Mesbuffer(10m M Mes･Tris(pH 610), 0.6M Sorbitol,10m M Glu cose)に懸濁 し､ 最終凍度o.5
m M の CuSO4を添加する｡ 30℃で 10分間加温後､ 遠心 した上清と､ o.5 ml の 1 m M E D TA in Mes
bu飽Ⅰ･ で洗浄後の 上清を合わせて細胞質画分とする｡ さらに､ 0.5 mlの 10 % T C A で細胞を懸濁
し､ 沸騰水浴中で 15分間加熱するo 遠心 した上清と o.5 mlの 10% T C A で洗浄した上滑を合わ
せて 液胞画分とする｡ また ､ 細胞を洗浄後 ､ I mlの 10 % T C A で懸濁し､ 70℃ で 1時間処理 した
上清を細胞全体と した｡
.捜避且三三土星量
五十嵐らの方法(42)に従っ た｡
高速液体ク ロ マ トグラフ ィ ー を用い て ､ TS Kgel Polya min epak(4.6x50m m) カラム をBuffe,ⅠⅠ
(0･35 M Na- citrate(pH5･3),2 M NaCl,2 0%m ethan ol) で平衡化し､ 50℃､ 0.4 2ml/min の 条件で
分離を行 っ た o 分離されたポリア ミ ン は O P A buqer(0.4 M boric acid･K O H(pH 10.4), 0.0占%
o-phthalaldehyde,3 7m Mβ- m er c aptethan o1, 0.1 % B riji135) をo.4 ml/min の割合で溶離液と混和 し､
50℃で反応 させ ､ 励起波長336n m､ 蛍光波長470n m の条件で蛍光強度を測定するこ とで定量し
た ｡
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【結果】
1. ポリア ミ ン輸送蛋白質候補遺伝子 の 選別
Ba cillus s ubtilis の多剤排出蛋白質Bltと相
同性のある酵母 Sa ccharo myc es cerevt
･
sia eの
蛋白質を B L AST searchにより得 ､ 内9 0 R F
を選別 した (Fig･ 2-1)o これ らは全て M ajor
FacilitatorSup¢ ぬ mily(M rs) に属し､ m uユti
drug resistarlt Pr Otein に相同性を持つ 蛋白質
であり ､ 12- 14 の膜貫通領域を持つ 膜蛋白
質である ことがデ ー タ ベ ー ス 検索より確認
された(43)｡
これまで に ､ 当研究室の丸山らにより ､
低 マ グネシ ウム 完全合成培地(50pM Mg
2＋)
にポリア ミ ン を添加する ことで酵母の増殖
阻専が見られ る こと(19)が報告されてい る
ことから､ こ の 現象を利用し､ 選別 した 9
固
Y 肌 Ildw
Y X R IO5c
2T W
O R 2 73
Y B R 1 軸w
固
m O48w
YD RO O8c
Y L
G R 138
RI S一c
77 D J
7: n 2
2: n 3
Fi苦一 2-1･ P hyrogen etic tree of M FS ge nes fro m
Saccharo myees cerevisiae e xhibiting a mino acid
seqtJe n C e Similarity to Y L O28w･ The phyr oge n etic tr ee
w as calc ulatedasdescribed in Materials and Methods se ctio n.
遺伝子 を マ ル チ コ ピ ー ベ クタ ー により過剰発現させ た形質転換株の うち､低 マ グネシ ウム 培地で
もポリア ミ ンに よる増殖阻宰を受けないもの を選択し､ その株に導入 した遺伝子 をポリア ミン 輸
送蛋白質遺伝子 と した｡
樹形図に示 した候補遺伝子を導入 した形質転換株を作製し､ それらの ポリア ミン に対する感受
性を検討した (Fig. 2-2)｡ 通常､ 酵母は低マ グネシ ウム条件下 ､ 0.3 m M のス ペ ル ミン添加によ
り著 しい増殖阻害を示すことが明らかとな っ て い る. とこ ろが ､ yLL O28w, YG RI38c, YbRI 56c,
Y O R2 73c
,
を導入 した株では実験開始 20- 30時間後から増殖の回復が見られ た｡ 他の候禰遺伝子
を導入 した形質転換株では顕著な増殖の 回復が観察されなか っ た ことから､ こ の 4種類の遺伝子
をポリアミン輸送蛋白質遺伝子 と し､ TP O l(YL L O2 8w)､ TP O 2(YGR138c)､ TP O 3(YP RI5 6c)､
TPO4(Y O R 2 73c) と命名 した｡
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Fig. 2-2. Effect of various M FS
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2･ ポリア ミ ン誘導体お よび金属カ チ オ ン に対する効果
こ れ ら の 遺伝 子 産 物 T P O l,
T P O 2, T P O 3, T PO4 がポリ アミ A
ン特異的な輸送蛋白質で ある こ
10
と を確認す るた め ､ 低 マ グネシ
ウム 培地にポリ ア ミ ン の誘導体
で あり ､ 細胞増殖阻害作用 の あ
○
る MG B G( m ethylglyo x al bis <
3
(gu a nyトhydra zo n e) (44,45)､ ま
た は 2価 の金属カチオ ン である
コ バ ル トを添加 し､ 前述と同様､
.1
細胞増殖阻審の有無を検討した .｡1
(Fig. 2･3). その結果 ､ TP O遺
伝子 を導入 した株の み ､ M G BG
存在下 で増殖の 回復が見られ た｡
他の 遺伝子 を導入 した株で は親
株と同様､ 増殖の 回復は見られ
なか っ た｡ また ､ コ バ ル トを添
加 した培地で は い ずれの 株にお
い ても増殖の回復が見られなか
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Fig･ 2-3･ E ffect of M GBG a nd Co2＋ o n cellgr owthof wi Id-ty pe
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TP O 3ge ne
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follo w ed bym east1ringA540.
つ た ことか ら､ TP O l,2,3および 4はポリ ア ミ ン特異的な輸送賃白質で ある ことが示唆された0
3. TP O過剰発 現株におけるポリア ミ ン 取り込み活性
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Fig･ 2 J･ No rthe r nb一otarmlysis of T P Oge n es(A), Arldspe rmirletlptake activity(8). Cells werecultu r ed in
the prese n c eof03 m M spermine. (A)TP Ol, TP O2,T P O3 and TP O 4mR N Aspe cies of thewi 1d-typestrain and T P Oge ne
tr ansfor m ed ceI]s w ere c o mpared byNorthe mblotan a]ysis･(B)Spermin e uptake w as m e asur ed withthe wild-typestrain a nd TP O
gen etr an sBorrn ed c eus･ 1 00 %spermin e uptake activity w as6 5pm ol/ min/mgdry w eight. Values are m e an s土S.D. fortriplicate
experim e nts.
TP O l, 2, 3お よび4 は ､ 過剰ポリア ミ ン による細胞増殖阻害を解除する機能がある ことから ､
細胞質膜に局在するポリア ミン排出蛋 白質､も しくは液胞膜に局在するポリア ミ ン 取り込み蛋白
質で ある こ とが示唆された ｡ そこ でこれ らの輸送蛋 白質の存在部位を確認する 目的で､ 最初に
TP O遺伝子を導入 した株におけるポリア ミン輸送活性を測定した｡ o.3 m M ス ペ ル ミ ン存在下 ､
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